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Isolierung intakter Leberparenchymzellen durch eine modifizierte enzymatische Methode
Von H. Bojar1), K. Balzer, K. Reiners2), Marianne Basler, W. Reipen und W. Staib
Aus dem Institut f r Physiologische Chemie II der Universit t D sseldorf
(Eingegangen am 10. Juni/16. Oktober 1974)
Herrn Pro f. Dr. Karl Hinsberg zum 80. Geburtstag gewidmet
Eine enzymatische Methode zur Isolierung intakter Parenchymzellen aus Rattenlebern mit einer Zellausbeute von 3-4 g Feuchtge-
wicht aus etwa 10 g schweren Lebern von 180-230 g schweren Tieren wird beschrieben. Nach einer in-vitro-Vorperfusion mit einem
calciumfreien Medium wurde Kollagenase (200 mg/1) und Calciumchlorid (5,2 mmol/1) hinzugegeben und die Leber 15 Minuten bei
37°C perfundiert. Die mikromorphologische Unversehrtheit der Zelloberfl che wurde mit dem Rasterelektronenmikroskop nachge-
wiesen. Mit dieser Methode isolierte Leberparenchymzellen bertrafen hinsichtlich der Gluconeogenese- und Proteinsyntheseraten
Leberschnitte und nach anderen Verfahren gewonnene Zellen. ATP/ADP- und Lactat/Pyruvat-Quotienten als Parameter f r den Ener-
gie- bzw. Redoxstatus lagen mit 5,69 bzw. 8,64 im physiologischen Bereich. Die Integrit t der membranst ndigen Hormonrezeptoren
wurde durch den Nachweis der Sensibilit t gegen ber Adrenalin, Glukagon und Insulin belegt. Die Glykogendeposition in Hepatocyten
gefasteter Ratten wurde durch Glukagon (0,3 μτηοΐ/ΐ) und Adrenalin (l μιηοΐ/ΐ) um 84,9 bzw. 95,9 % vermindert. hnlich wirkungs-
voll stimulierten beide Hormone die Glykogenolyse in Parenchymzellen gef tterter Tiere. Die Harnstoffsynthese wurde durch Gluka-
gon (l μπιοΐ/ΐ) um 29,5 % stimuliert und durch Insulin (10 nmol/1) um 28,5 % gehemmt. Insulin unterdr ckte in 10 nmolarer Konzen-
tration den Glukagoneffekt auf die Harnstoffbildung.
Isolation of intact liver parenchymal cells by a modified enzymatic metliod
An enzymatic method is described for isolating intact parenchymal cells from rat livers. 3-4 g cells (wet weight) could be isolated
from livers of rats weighing 180—230 g. After an in vitro preperfusion of 15 minutes with a Ca-free buffer, collagenase (200 mg/1)
and calcium chloride (5.2 mmol/1) were added. Perfusion was continued for another 15 minutes at 37°C. Micromorphological integrity
of cell membranes was demonstrated by scanning electron microscopy. With regard to rates of gluconeogenesis and protein synthesis,
parenchymal cells isolated according to our method were found to be superior to liver slices and cells isolated by other methods.
Ratios of ATP/ADP (5.69) and of lactate/pyruvate (8.64) as parameters of the energetic situation and the redox state resp. were found
within the physiological range. Integrity of cell surface receptors was proved by their sensitivity to epinephrine, glucagon and insulin.
Glucagon (0.3 μιηοΐ/ΐ) and-epinephrine (1 μηιοΐ/ΐ) reduced glycogen deposition in hepatocytes of fasted rats by 84.9 % and 95.9 %
resp. Both hormones stimulated glycogenolysis in parenchymal cells of fed rats to a similar extent. Urea synthesis was stimulated
29.5 % by glucagon (1 μιηοΐ/l), and inhibited 28.0 % by insulin (10 nmol/1). The stimulatory effect of glucagon (1 //mol/1) was abolished
by insulin (10 nmol/1):
Einleitung k nnen in einer gr eren Zahl aus einem Organ herge-
stellt werden und gestatten deshalb die gleichzeitige
Die Interpretation von Stoffwechseluntersuchungen an Untersuchung einer Reihe verschiedener Stoffwechsel-
der perfundierten Leber wird durch die Heterogenit t funktionen. Die Nachteile dieses Modells liegen in einer
der Zellpopulation erschwert. Dar ber hinaus ist die starken Zellsch digung an den Schnittfl chen, einer be-
Perfusionstechnik aufwendig und die Anzahl der gleich- grenzten Sauerstoff- und Substratdiffusion zu den tiefe-
zeitig me baren Parameter begrenzt. Leberschnitte ren ZeUagen sowie in der Zellheterogenit t. Mit geeig-
neten Methoden zur Isolierung und Fraktionierung
vitaler Leberzellen lassen sich diese Probleme l sen. Mit
*) Auszugsweise wurde diese Arbeit vorgetragen auf der gemein- unserem Isolationsverfahren k nnen z.B. aus einer
samen Tagung der Biochemischen Gesellschaften der Bundes- Rattenleber homogene ParenchymzellSuspensionen f r
Kr^^^^ bis zu hundert verschiedene gluconeogenetische Experi-
schaft f r Endokrinologie in T bingen, 27. Februar-2. M rz mente gewonnen werden. Die Arbeit von Berry und
|974· ' . Friend (I) war die Grundlage f r die Entwicklung einer2) Die Arbeit beinhaltet wesentliche Teile der Dissertation von . \; . ,
cand. med. K. Reiners (Med. Fak. der Universit t D sseldorf). e^nen Methode zur Isolierung von Parenchymzellen.
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Material und Methoden
Versuchstiere
Es wurden mit Standardkost ernährte männliche Wistar-II-
Ratten (180-230 g) verwendet. Hungertiere hatten 22-24
Stunden vor Versuchsbeginn gefastet.
Material
Kollagenase (EC 3.4.24.3) CLS Typ II wurde von der Firma
Worthington, Freehold (USA) bezogen, Hyaluronidase (EC
4.2.2.1) Typ I (bovine testes) von der Firma Sigma, St Louis
(USA). Adrenalin stammte von der Firma Hoechst, Frankfurt;
kristallines Rinderinsulin wurde uns freundlicherweise von
Herrn Prof. Dr. Brandenburg, Aachen und synthetisches Glu-
kagon von der Firma Hoechst, Frankfurt zur Verfugung gestellt.
Pentex-Rinderalbumin (Fraktion V) der Firma Miles-Seravac,
Maidenhead (England) wurde vor Gebrauch entfettet und
dialysiert. [U-14C)Z,-Leucin bezogen wir von der Firma
Amersham Buchler, Braunschweig, alle übrigen Chemikalien
(Reinheitsgrad p.a.) von der Firma Merck, Darmstadt. Substrate
wurden, wenn nicht anders angegeben, mit Testkombinationen
der Firma Boehringer, Mannheim bestimmt. Das für einige
Untersuchungen eingesetzte Aminosäuren-Gemisch enthielt mit
Ausnahme des Leucins den Aminosäuren-Anteil des Medium 199
(2).
Leberschnitte
Leberschnitte wurden von einer in situ mit 50 ml eiskaltem
Krebs-Ringer-Phosphat-Puffei (pH 7,4) entbluteten Leber mit
einem Mikrotom r&chßtadie & Riggs (3) angefertigt. Die Schnitte
wogen 60-90 mg unä waren 300-350 dick.
Leberzellen
Die von Howard et al. (4) angegebene Methode zur Isolierung
von Leberzellen wurde ohne Modifikation übernommen.
Bei der von Berry (1) beschriebenen Methode wurde die in situ
Perfusion durch in vitro Perfusion ersetzt.
Auf dieser Grundlage entwickelten wir das folgende Verfahren.
Durch eine nicht rezirkulierende Vorperfusion in situ bei Raum-
temperatur mit 150 ml calciumfreiem Krebs-Ringer-BicaibonBt-
Puffer (pH 7,4) wurde die Leber blutfrei gespült. Die Vorper-
fusion erfolgte mit einem Flow von 50-60 ml/min. Anschlie-
ßend wurde das Organ entnommen und bei 37°C in vitro 15
Minuten rezirkulierend mit 100 ml calciumfreiem Krebs-Ringer-
Bicarbonat-Puffer (pH 7,4) bei einem Minutenvolumen von
50-60 ml perfundiert. Dem Perfusat wurde dann 20 mg Kollage-
nase, gelöst in 5 ml einer 12,2 g/l Calciumchloridlösung zuge-
geben (Endkonzentration im Perfusat 5,2 mmol/1). Nach wei-
teren 15 Minuten wurde das Organ in 30 ml calciumfreiem
Krebs-Ringer-Phosphzt-Puffei (pH 7,4; 4°C) in einem 200 ml
Polyäthylenbecher aufgenommen, indem die Leberlappen mehr-
fach eingeschnitten und die Zellen durch vorsichtiges Schütteln
innerhalb von 2 Minuten suspendiert wurden. Gleichzeitig
wurde die Suspension mit Carbogen (5 Vol % CO2, 95 Vol % O2)
durchperlt. Die Zellsuspension wurde durch ein Nylongewebe
von 150 Maschenweite filtriert und auf ein Volumen von
80 ml aufgefüllt. Durch Zentrifugation (4°C, l min, 500 U/min,
Sorvall RC2-B, Rotor SS 34) trennten wir die Parenchym-
zellen von Zelldetritus und Nichtparenchymzellen. Der Wasch-
vorgang wurde zweimal mit 80 ml Krebs-Ringer-Phosphzt-
Puffer (pH 7,4) wiederholt. Nach dem letzten Waschen wurde
das Zellpellet gewogen und mit Krebs-Ringer-üicarbonait-Puffei
(pH 7,4) eine Zellsuspension hergestellt, von der wir aliquote
Mengen den Inkubationsansätzen zugaben. Wenn nicht anders
angegeben, wurden die Ansätze unter Carbogenatmosphäre
(5 Vol % CO2, 95 Vol % O2) in Polyäthylenröhrchen (Szintil-
lationsgefäße der Firma Packard Instrument, Frankfurt) in
einem Schüttelbad inkubiert. Die Temperatur betrug 37°C,
die Schüttelfrequenz 110-120/min, die Amplitude 2,5 cm.
ATP, ADP, Lactat, Pyruvat
600 mg Zellen wurden in 5 ml Krebs-Ringer-BicsLibonai-Puffei .
(pH 7,4) mit 5,5 mmol/1 Glucose, 20 g/l Albumin und 0,606 g/l
des Aminosäuren-Gemisches inkubiert. Nach 30 bzw. 60 min be-
endeten wir die Inkubation durch Zusatz von l ml 300 g/kg
HC1O4. Anschließend wurde unter Kühlung homogenisiert
(30 s, 15 000 U/min, Ultra-Turrax der Firma Ika-Werk, Staufen),
in einer Kühlzentrifuge (10 min, 20 000 U/min, Sorvall RC 2-
B, Rotor SM 24) zentrifugiert und im Überstand nach Abpuffern-
mit 50 g/l K2CO3-Lösung die angegebenen Substrate gemessen.




60 mg Zellen von Hungertieren wurden in 2 ml Krebs-Ringer-
Bicarbonat-Puffer (pH 7,4) mit 10 mmol/1 Pyruvat inkubiert.
Nach 60 min stoppten wir die Reaktion mit 0,2 ml 300 g/kg
HC1O4 und zentrifugierten 10 min bei 3 000 U/min (Zentrifuge:
Heraeus Christ, Osterode, Typ UJ3). Die Gluconeogeneseraten
der Leberschnitte ließen sich nach Inkubation eines Schnittes
in 2 ml des gleichen Puffers bestimmen. Nach 60 min wurde
0,5 ml 100 g/l Trichloressigsäure zugegeben und wie beschrieben
zentrifugiert. Die Überstände setzten wir nach Abpuffern mit
KHCO3 zur Bestimmung des Glucosegehaltes ein.
Proteinsynthese
60 mg Zellen bzw. Leberschnitte wurden in 2 ml Krebs-Ringer-
Bicarbonat-Puffer (pH 7,4) mit 5,5 mmol/1 Glucose, 0,606 g/l
Aminosäuren-Gemisch und 100 Leucinlösung (entsprechend
0,2 [U-14C]£-Leucin) 60 min inkubiert Die Zugabe von
0,2 ml 300 g/kg HC1O4 beendete die Reaktion. Nach Zentrifu-
gation (10 min, 3 000 U/min, Heraeus Christ, Typ UJ3) und
drei Wasch Vorgängen mit 0,1 ml gesättigter Leucinlösung und
3 ml 60 g/kg HC104 wurde das Sediment in 0,5 ml Hyamine
(Firma Packard, Frankfurt) aufgenommen. Je zweimal 0,2 rni
davon wurden mit 10 ml U/YTy'scher Lösung versetzt und die
Radioaktivität im Tri-Carb-Scintillation-Spectrometer Typ
3380 der Firma Packard bestimmt.
Glykogen Synthese
In 3 ml Krebs-Ringer-Bicaibonat-Puffei (pH 7,4), dem die
angegebenen Substrate (Lactat 10 mmol/1, Alanin 10 mmol/1,
Fructose 10 mmol/1 bzw. Glucose 30 mmol/1 ohne oder mit
Zusatz von 5, 10 oder 15 mmol/1 Alanin) zugegeben waren,
wurden 100 mg Zellen von Hungertieren 90 min inkubiert Mit
9 ml heißer 300 g/l KOH wurde die Reaktion beendet. Die
Bestimmung des Glykogens erfolgte nach Seifter et al. (6). Der
Einfluß von Glukagon (0,3 jumol/l) bzw. Adrenalin (l / )
wurde bei einer Substratkonzentration von 30 mmol/1 Glucose
und 5 mmol/1 Alanin untersucht; dabei benutzten wir
die Versuchsanordnung wie vorstehend beschrieben.
Glykogenolyse
40 mg Zellen wurden in 1,2 ml Krebs-Ringer-Bicaibon&t-Puffei
(pH 7,4) mit Glukagon (0,3 /1) bzw. Adrenalin (l 1/1)
30 min inkubiert. Die Aufarbeitung und Glykogenbestimmung"
erfolgten wie zuvor beschrieben.
Harnstoffsynthese
70 mg Zellen wurden in 2 ml #refo-Äw#er-Bicarbonat-Puffer
(pH 7,4) mit 10 mmol/1 Alariin unter Zusatz von Glukagon.
(l / ), Insulin (10 nmol/1) bzw. Glukagon und Insulin
60 min inkubiert und anschließend 5 min bei 3 000 U/min
zentrifugiert (Sorvall RC2-B, Rotor SM 24). Im Überstand
bestimmten wir den Harnstoffgehalt
Bestimmung des Zelltrocken- und Zellfeuchtgewichtes
Als Trockengewicht wurde das Gewicht des Trichloressigsäure^
unlöslichen Materials nach Trocknung bei 110°C bis zur Ge-
wichtskonstanz bezeichnet, l g des locker gepackten feuchten
Zellpellets, das wir nach dem Waschen entsprechend den An-
gaben im Abschnitt „Leberzellen" erhielten, entsprach im Mittel
einem Trockengewicht des Trichloressigsäure-unlöslichen
Materials von 78,6 mg.
Soweit die Ergebnisse, auf das Zellfeuchtgewicht bezogen wurden,
legten wir wegen des erheblichen Pufferanteils im obengenannten
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Zellpellet nicht dessen Gewicht zugrunde, sondern ermittelten
das Feuchtgewicht der Zellen nach Zentrifugation (l min,
3 000 U/min Sorvall RC2-B, Rotor SM 24) von l ml der f r die
Versuche eingesetzten Zellsuspension, l g der abzentrifugierten
Zellen entsprach im Mittel 1,41 Χ 108 Zellen,
Statistik
Die statistische Auswertung erfolgte nach dem t-Test nach
Student. Angegeben ist jeweils der Mittelwert ± Standardab-
weichung des Mittelwertes.
Rasterelektronenmikroskopie '
F r die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen
wurden die Zellen nach Rosenbauer & Schl sser (7) pr pariert
und im Rasterelektronenmikroskop (JEOL-JSM-U3) bei einer
Beschleunigungsspannung von 25 kV photographiert F r die
Anfertigung der Aufnahmen sind wir Herrn Dr. H. W. Schl sser
zu Dank verpflichtet.
Ergebnisse
Aus der etwa 10g schweren Leber einer 180—230 g
schweren Ratte lie en sich nach unserem Verfahren
3—4 g Parenchymzellen isolieren. Die Kontamination
mit Nichtparenchymzellen betrug 3—5 %.
Die morphologische Analyse im Rasterelektronenmikros-
kop (Abb. 1) zeigte Parenchymzellen, die ihre polyedri-
sche Gestalt verloren und sich abgerundet hatten. Die
Zellen wiesen eine unregelm ig granulierte Oberfl chen-
struktur auf; Membrandefekte waren nicht erkennbar.
Nach unserem Verfahren isolierte Zellen wurden vergli-
chen mit Leberschnitten und mit Zellen, die nach den
Methoden von Howard (4) und nach Berry (I) in unse-
rem Laboratorium isoliert wurden. Dazu wurden die
Gluconeogenese- und Proteinsyntheseraten herangezogen.
Abb. 1. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme isolierter
Leberparenchymzellen (Vergr erung etwa 2500 fach)
Die Zellen haben ihre polyedrische Gestalt verloren
und sich abgerundet Sie weisen eine granulierte, teil-
weise flach gefurchte Oberfl che auf. Substanzdefekte
der Zellmembran sind nicht erkennbar.
Die Gluconeogeneseraten aus 10 mmol/1 Pyruvat waren
bei Leberschnitten bzw. bei Zellen, die nach Howard (4)
isoliert wurden, mit 65,84 ± 8,04 (n = 5) bzw. 65,51
± 11,07 μιηοΐ Glucose /h · g Trockengewicht (n = 7)
etwa gleich hoch. Nach Berry (1) isolierte Zellen produ-
zierten signifikant (p < 0,05) gr ere Mengen Glucose
(113,42 ± 11,88 μιηοΐ/h · g Trockengewicht; n = 12).
Mit 326,65 ± 7,09 μηιοί Glucose/h · g Trockengewicht
(n = 8) wiesen die nach unserem Verfahren isolierten
Zellen etwa f nf- bzw. dreifach h here Gluconeogenese-
raten auf.
Bei der Messung der Proteinsynthese aus einem Amino-
s uren-Gemisch unter Zusatz von [U-14C]-Z,-Leucin er-
zielten s mtliche isolierten Zellen signifikant (p < 0,05)
h here Werte als Leberschnitte. W hrend bei Schnitten
Einbauraten von 0,81 ± 0,10 μΟί/Ιι · g Trockengewicht
(n = 4) gez hlt wurden, erreichten nach Howard (4)
isolierte Zellen 1,64 ± 0,16 μ€ί/1ι - g Trockengewicht
(n = 5). Nach Berry (1) isolierte Zellen wiesen mit
3,19 ± 0,56 μα/h - g Trockengewicht (n = 4) im Ver-
gleich zu den Leberschnitten viermal h here Einbauraten
auf, nach unserem Verfahren isolierte Leberzellen mit
6,65 ± 0,47 Ci/h · g Trockengewicht (n = 7) sogar die
achtfachen Einbauraten von [U-14C]-Z,-Leucin.
Nachdem sich beim Vergleich der Gluconeogenese- und
Proteinsyntheseraten die berlegenheit unserer Isolations-
methode gezeigt hatte, wurden weitere Untersuchungen
nur noch an den nach diesem Verfahren isolierten Zellen
vorgenommen.
Zur Beurteilung des Redox- und Energiestatus wurden
der Lactat/Pyruvat- bzw. der ATP/ADP-Quotient heran-
gezogen. Der Lactat- und Pyruvatgehalt der Zellen wurde
nach 30- und 60-min tiger Inkubation (siehe oben) be-
stimmt (jeweils n = 9). Nach 30 min ergab sich f r Lactat
ein Wert von 69,57 ± 14,52, f r Pyruvat ein Wert von
9,83 ± 2,21 μπιοΐ/g Trockengewicht. Die entsprechenden
Zahlen beliefen sich nach 60 min auf 68,57 ± 15,70
bzw. 8,37 ± 2,14 μιηοΐ/g Trockengewicht. Der Mittel-
wert des Lactat/Pyruvat-Quotienten betrug nach 30 min
7,25 ± 0,51 und nach 60 min 8,64 ± 0,62.
Der Gehalt der Zellen m ATP undADP wurde nach
einer Inkubation von 60 min bestimmt (jeweils n = 9).
F r ATP ergab sich ein Wert von 8,56 ± 1,18, f r ADP
ein Wert von 1,59 ± 0,23 μιηοΐ/g Trockengewicht. Die
ATP/ADP-Quotienten lagen im Mittel bei 5,69 ± 0,66.
Nach unserer Methode isolierte Parenchymzellen gefaste-
ter Tiere konnten aus verschiedenen Substraten Glykogen
synthetisieren (Abb. 2). Der Basiswert des Glykogen-
gehaltes betrug 130 ± 9,1 μg Glykogen/g Feuchtgewicht.
Aus Lactat bzw. Alanin in Konzentrationen von 10
mmol/1 wurden 48 bzw. 66 μg Glykogen/90 min · g
Feuchtgewicht gebildet. Fructose in gleicher Konzentra-
tion lie den Glykogengehalt der Zellen sogar um 430 μg/
90 min · g Feuchtgewicht steigen. Aus Glucose in einer
Konzentration von 30 mmol/1 wurden im gleichen Zeit-
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Abb. 2. Glykogensynthese isolierter Leberparenchymzellen jg
von Hungertieren . H
100 mg ZeUen wurden in 3 ml Krebs-Ringer-Bicaibo- g "20
nat-Puffer 90 min inkubiert. Folgende Substrate waren
dem Medium zugesetzt: -30
a) A: Lactat 10 mmol/1. (n=4)
















30 mmol/1 und Alanin 5 mmol/1 (n=5)
30 mmol/1 und Alanin 10 mmol/1 (n=5)
30 mmol/1 und Alanin 15 mmol/1 (n=5)
r um l ,65 ± 0,07 mg Glykogen gebildet. Auf der Basis die-
ser Glucosekonzentration f hrten 5,10 oder 15 mm l/1
Alanin zu signifikant (p < 0,05) h heren Glykogensyn-
theseraten (1,95 ± 0,03; 2,61 ± 0,03; 2,64 ± 0,06 mg
Glykogen/90 min · g Feuchtgewicht). Der Effekt der Sub-
stratkombinationen ist deutlich h her als die Summe der
Einzeleffekte.
Die Hormonsensibilit t der nach unserer Methode iso-
lierten Zellen wurde durch die Effekte von Glukagon,
Adrenalin bzw. Insulin auf den Glykogenstoffwechsel
und die Harnstoffsynthese belegt.
Der Einflu von Glukagon und Adrenalin auf die Glyko-
genakkumulation (siehe Methodik) wurde in Parenchym-
zellen gefasteter Ratten bestimmt. Im Vergleich zu den
Kontrollen, deren Glykogengehalt am Ende der Inkuba-
tion (1,95 ± 0,03 mg/g Feuchtgewicht) gleich 100 % ge-
setzt wurde, betrug der Anstieg des Glykogens in Anwe-
senheit von Glukagon (0,3 μτηοΐ/ΐ) nur noch 15,1 ± 1,6 %
(n = 5). Adrenalin in einer Konzentration von l jumol/1
unterdr ckte die Glykogenakkumulatiqn fast vollst ndig
(4,1 ±0,7%; n = 5).
Beide Hormone stimulierten die Glykogenolyse in
Parenchymzellen gefutterter Ratten. Der basale Glykogen-
gehalt betrug 731 ± 18,3 μg/g Feuchtgewicht. Der
niedrige Ausganswert ist darauf zur ckzuf hren, da
alle Schritte der Zellisolierung in glucosefreien Medien
durchgef hrt wurden, um so den Sauerstoffbedarf der
Zellen w hrend der kritischen Isolationsphase herabzu-
setzen. Eine 30-min tige Inkubation der Zellen f hrte zu
einer Abnahme des Glykogengehaltes um 175,5 ± 14,4
/zg/g Feuchtgewicht (n = 5), w hrend Glukagon (0,3
μτηοΙ/Γ) oder Adrenalin (l μιηοΐ/ΐ) den Glykogengehalt
um 336,8 ± 14,7 bzw. 353,2 ± 8,0 Mg/g Feuchtgewicht
senkten (jeweils n = 5). Das entspricht einer Stimulierung
der Glykogenolyse um 92,0 bzw. 101,4 %.
Abb. 3. Harnstoffsynthese isolierter Leberparenchymzellen
70 mg Zellen wurden in 2 ml Krebs-Ringer- icaibonzt·'
Puffer mit 10 mmol/1 Alanin 60 min inkubiert Dem
Medium waren folgende Hormone zugesetzt:
A: Insulin 10 nmol/1 (n=5)
B: Glukagon l μιήοΐ/ΐ (η=5)
C: Insulin 10 nmol/1 und Glukagon l μηιοΐ/l (n=5)
Angabe der durch die Hormone bewirkten Differenz.
Ausgangswert: 4,10 ± 0,35 mg/h · g Feuchtgewicht
Abbildung 3 zeigt den Einflu von Glukagon und Insu-
lin auf die Harnstoffbildurig isolierter Leberparenchym-
zellen. In Gegenw rt von 10 mmol/1 Alanin wurden
4,10 ± 0,35 mg Harnstoff/h · g Feuchtgewicht gebildet.
Glukagon (l μπιοΐ/ΐ) steigerte die Harnstoffsynthese
auf 5,31 ± 0,40 mg (jeweils n = 5); das entspricht einer
Stimulation um 29,5 %. Unter dem Einflu von Insulin
(10 nmol/1) wurden 2,95 ± 0,31 mg Harnstoff/h · g
Feuchtgewicht (n = 5) gebildet, die Harnstofffreiset-
zung also um 28,0 % vermindert. Die gleichzeitige Gabe
beider Hormone in den angegebenen Konzentrationen
f hrte zu einer Harnstpffproduktion von 4,40 ± 0,34
mg/h · g Feuchtgewicht (n = 5), die sich nicht mehr sig-
nifikant vorn Kontrollniveau unterschied.
Diskussion
Mit der von uns beschriebenen Isolierungsmethode lassen
sich in nur 50 Minuten (Zeiten f r Tieroperation und Zen-
trifugation eingerechnet) Leberparenchymzellen gewin-
nen. Den gleichen Zeitaufwand erfordern die Methoden
von Berry (1) undlngebretsen & Wagte (8). F r die Ver-
fahren von Howard (4), Hommes et al. (9), Johnsonet
al. (10) und Capuzzi et al. (l 1) m ssen dagegen 75-90
Minuten veranschlagt werden.
Mit unserem Verfahren und der Methode nach Berry (1)
lassen sich aus einer 10 g schweren Leber 4—6 X l O8
Zellen isolieren. Vergleichbar hohe Zellausbeuteri wur-
den z^war vonlngebretsen (8) und Johnson (10) berich-
tet, lie en sich aber bei Anwendung ihrer Methoden
von uns nicht reproduzieren (12). Hommes (9) und
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Capuzzi (11) erzielten mit einer mittleren Zellzahl von
3 bzw. 2 X l O8 pro 10 g Leber eine geringere Ausbeute.
Die Anzahl der von Howard (4) aus 10 g Leber isolier-
ten Zellen betrug nach Angaben des Autors in Überein-
stimmung mit unseren Erfahrungen nur 2-8 X l O7
Zellen. Die Verfahren von Berry (1) und Howard (4)
erfordern wie die Methoden von Capuzzi (11), Johnson
(10) und Seglen (13) Kollagenase und Hyaluronidase.
Howard (4), Berry (1) und Capuzzi (l 1) benutzen hohe
Konzentrationen an Kollagenase (500-730 mg/1).
Johnson (10) hat in ihrer Isolierungsmethode vor allem
die Kollagenasekonzentration (100 mg/1) reduziert, um
störende Einflüsse von Verunreinigungen der verwende-
ten Enzyme zu vermindern. Da andererseits jedoch eine
Senkung der Kollagenasekonzentration eine Verlange*
rung der Perfusionsdauer bedingt, benutzen wir eine
mittlere Konzentration von 200 mg/1. Auf Hyaluroni-
dase konnten wir wie Ingebretsen (8) verzichten. Nach
Angaben vonSuzangar &Dickson (14) führte die Ver-
wendung von Hyaluronidase zu fast vollständigem Ver-
lust zytoplasmatischer Enzyme wie z.B. Lactatdehydro-
genase. Darüber hinaus beobachteten wir bei Isolierungs-
methoden, in denen das Perfusat neben Kollagenase
auch Hyaluronidase enthielt (l, 10), Rupturen der Pfort-
ader durch Gefäßwanddigestion in der zweiten Hälfte
der Perfusion. Solche Zwischenfälle beeinträchtigten
die Reproduzierbarkeit der Methoden. Von Johnson
(10) wurden z.B. Zellausbeuten von 2-10 108 Zellen
pro Leber angegeben.
Hommes (9) konnte Leberzellen unter Verwendung von
EDTA und Lysozym isolieren. Mit diesem Verfahren
erhielten wir kaum Einzelzellen, sondern zumeist grös-
sere Zellverbände. Da außerdem mit dieser Methode
isolierte Zellen eine zerstörte Ultrastruktur, niedrige
Atmungsaktivität und hohe Enzymverluste aufwiesen
(15), dürfte das Verfahren keine brauchbare Alternative
zu den Verfahren mit Kollagenase und Hyaluronidase
darstellen.
Die Entfernung von Calciumionen ist ein entscheidender
Schritt zur Zellisolierung. Bei einigen enzymatischen
Verfahren wird neben der Verwendung von calcium-
freien Puffern noch der Zusatz von calciumbindenden
Substanzen wie Citrat (l 1) bzw. EDTA (l, 9) empfoh-
len. Da z.B. EDTA zu Veränderungen der Permeabilität
der Zellmembran und zur Zerstörung der Ultrastruktur
von Zellen führte (11), verzichteten wir bei unserer
Methode auf den Zusatz von calciumbindenden Sub-
stanzen. In Übereinstimmung mit Seglen (13) stellten
wir fest, daß bei hohen Durchflußraten die Perfusion mit
calciumfreien Puffern zum Auswaschen der Calcium-
ionen ausreichend ist. An diesen Schritt schließt sich die
enzymatische Phase der Isolierungsmethode mit Zugabe
von Kollagenase und Calciumchlorid an. Calciumionen
aktivieren die Kollagenase (16) und reduzieren den
Kaliumverlust der Zellen (4). Außerdem zeigten Zellen,
die aus Leberschnitten in Anwesenheit von Calcium
gewonnen wurden, höhere Sauerstoffaufnahmeraten
(4) und eine besser erhaltene mitochondriale Struktur
als Zellen, die in Abwesenheit von Calcium gewonnen
wurden (l7).
Im Rasterelektronenmikroskop ließen nach unserer
Methode isolierte Parenchymzellen keine Substanzde-
fekte der Zellmembran erkennen (Abb. 1). Nur verein-
zelt fanden sich Zellen, die als Zeichen der Membran-
schädigung unstrukturierte Vesikulationen aufwiesen.
In bezug auf Gluconeogenese und Proteinsynthese waren
nach unserer Methode isolierte Parenchymzellen den
Leberschnitten sowie den nach Howard (4) und Berry
(1) isolierten Zellen deutlich überlegen. Die niedrige
Syntheserate der Schnitte und der aus Schnitten isolier-
ten Parenchymzellen (4) könnte darauf beruhen, daß
die oberflächlich gelegenen Zellen durch den Schneide-
vorgang beschädigt werden und die Diffusion von Sauer-
stoff und Substraten in die tieferen Zellagen limitiert ist.
Die ATP/ADP- und Lactat/Pyruvat-Quotienten lagen
bei den von uns isolierten Zellen im physiologischen
Bereich.
Im Gegensatz zu den von Berry isolierten Parenchym-
zellen, die kein Glykogen synthetisieren konnten (1),
bauten die nach unserer Methode isolierten Zellen aus
verschiedenen Substraten Glykogen auf (Abb. 2). Ver-
gleichbare Syntheseleistungen wurden von Wagle et al.
(18) und Seglen (19) berichtet.
Die Hormonempfindlichkeit der von uns isolierten
Zellen wurde durch die Wirkung von Glukagon und
Adrenalin auf den Glykogenstoffwechsel von Paren-
chymzellen gefütterter und gefasteter Ratten belegt
sowie durch den Nachweis des Insulin-Glukagon-Antago-
nismus bei der Harnstoffsynthese (Abb. 3). Diese Ergeb-
nisse sind von besonderer Bedeutung, da die Hormon-
rezeptoren auf der äußeren Zellmembran enzymatischen
Schädigungen wie z.B. durch Trypsin (10) leicht zu-
gänglich sind. Die Integrität der Hormonrezeptoren kann
außerdem als Bestätigung für den bei der morphologi-
schen Analyse gewonnenen Eindruck einer intakten
Zelloberfläche gewertet werden (20).
Die erzielten Ergebnisse und die dargelegten Vorteile
gegenüber der Leberperfusion lassen nach der beschrie-
benen Methode isolierte Leberparenchymzellen als
geeignetes Modell für die klinische Forschung erscheinen.
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